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RESUMO 
Chironomus sancticaroli é um inseto bentônico endêmico do Brasil. Suas larvas 
apresentam resistência a condições aquáticas adversas, como a hipóxia, alta 
salinidade e a presença de contaminantes. Estas características estão 
relacionadas à hemoglobina que tornam a espécie um ótimo bioindicador da 
incidência de contaminantes ambientais. Nos ecossistemas aquáticos a 
influencia de compostos químicos exógenos pode ser avaliada mediante o uso 
biomarcadores, que de forma precoce, indicam as alterações nos organismos 
ali presentes. Biomarcadores histológicos podem nos fornecer importantes 
indícios da qualidade ambiental. Os éteres difenílicos polibromados (PBDE) 
são compostos químicos de origem sintética formados por dois anéis de 
benzenos unidos por grupamento éter e ligado a moléculas de bromos; eles 
são adicionados a diferentes produtos com o objetivo de reduzir a propagação 
das chamas em caso de incêndios, por isso são classificados como retardantes 
de chamas bromados. Os PBDE são considerados contaminantes orgânicos 
persistentes e causam efeitos tóxicos para o fígado, sistema endócrino, 
reprodutivo e nervoso de varias espécies de vertebrados e invertebrados. Suas 
propriedades químicas favorecem sua bioacumulação e a transferência para 
outros organismos da cadeia trófica. O objetivo deste trabalho foi identificar as 
alterações histológicas em larvas de Chironomus sancticaroli expostas aos 
congêneres BDE-17, BDE-47 e BDE-99 em três diferentes concentrações (CI: 
0,5 ng.mL-1, CII: 2,0 ng.mL-1 e CIII: 20 ng.mL-1), comparando-as com o controle 
água e solvente acetona. Para isso foi necessário á manutenção da colônia em 
laboratório sob condições controladas de temperatura (25 ± 2ºC), fotoperíodo 
(12h claro/12h escuro) e umidade relativa do ar (80 ± 10%), a realização de 
bioensaios agudos de 48 horas, assim como a confecção e analises das 
lâminas histológicas. Os resultados indicaram que todos os congêneres de 
PBDE alteraram diferentes estruturas das larvas, relacionadas a grandes 
atividades metabólicas e processos de síntese, secreção e absorção, 
evidenciando a atuação de mecanismos de desintoxicação. As estruturas 
afetadas foram os enócitos, as células de cuénot, a região I e II do intestino 
médio e as glândulas salivares. A principal modificação encontrada nos 
enócitos foi vacuolização do citoplasma, nas células de cuénot o 
distanciamento das células, deslocamento e rompimento do bordo em escova, 
que resultou na danificação de seu ápice, na região I do intestino foi possível 
observar redução do volume celular e estreitamento do lúmen do intestino, na 
região II do intestino médio houve a vacuolização do citoplasma e nas 
glândulas salivares formação de grânulos acidófilos. Não foi observada de 
forma consistente a relação direta entre as concentrações usadas dos PBDE e 
as alterações histológicas. 
Palavras Chaves: Éteres difenílicos polibromados, biomarcador, toxicidade 
aguda, histologia. 
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1. INTRODUÇÃO 
 A expressiva expansão tecnológica e populacional, causada pela 
intervenção do homem ao meio ambiente, tem gerado um aumento  
significativo na produção e no consumo de bens e consequentemente um 
aumento na geração e descarte indevido de resíduos, agravando a poluição e 
causando desequilíbrio nos ecossistemas (ZANINI & LESSA, 2013). Os corpos 
d’água são os compartimentos de chegada da maioria desses contaminantes, 
nos quais, segundo Corbi et al. (2006), sofrem vários processos físicos, 
químicos e biológicos interagindo com o meio, levando a um decréscimo da 
qualidade da água e interferindo diretamente no ciclo de vida e nas atividades 
dos organismos relacionados. 
Os imaturos da família Chironomidae fazem parte da fauna de 
macroinvertebrados bentônicos sendo encontrados com abundancia nos 
corpos hídricos, substratos de ambientes como riachos, poças e lagos naturais 
(TRIVINHO-STRIXINO, 2011). Sua distribuição é influenciada por fatores 
físicos e químicos como o vento, a circulação e a disponibilidade de oxigênio e 
de alimento, a composição do substrato, a temperatura e adaptações 
morfológicas e fisiológicas dos grupos, podendo ser encontrados também em 
lugares com condições adversas (SELF, et al., 2011; COFFMAN & 
FERRINGTON, 1996).  
As larvas de algumas espécies possuem pigmentos respiratórios do tipo 
hemoglobina em sua hemolinfa, o que ajuda a resistir a presença de 
xenobióticos (HA &CHOI, 2008) e lhe atribui alta tolerância a ambientes com 
baixa concentração de oxigênio (CHOI et al., 2001; LEE et al., 2006, 
TRIVINHO-STRIXINO, 2011), permitindo com que esses organismos  
sobrevivam em ambientes degradados. Tais aspectos tornam esta família um 
ótimo bioindicador da incidência de contaminantes ambientais, que pode ser 
avaliada mediante o uso biomarcadores, que são respostas biológicas, que de 
forma precoce, indicam alterações nos organismos expostos a compostos 
exógenos (HUGGETT et al., 1992; AMORIM, 2003).  
A histologia é um tipo de biomarcador que pode ser utilizado para avaliar a 
exposição de um organismo a um agente tóxico por meio do estresse 
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observado no individuo (MYERS & FOURNIE, 2002). A técnica se mostra 
sensível na detecção de efeitos brandos de poluentes, elucidação de 
mecanismos tóxicos e suas atuações e efeitos em órgão alvos. Segundo 
Bernet et al, (1999) a maioria dos estudos histológicos são realizadas usando 
peixes como modelos, sendo menos comum o estudo com invertebrados. 
Na literatura é possível identificar alguns trabalhos utilizando 
biomarcadores histológicos para classe Insecta, como os de Rey et al.(1998) e 
Rey et al.(1999), que evidenciaram  alterações histológicas no intestino anterior 
e médio de imaturos de dípteros, incluindo Chironomidae, quando expostos ao  
Bacillus thurigiensis var. israelenses (Bti) e ao ácido tânico e o de Richardi, 
(2013) que indicou  alterações histológicas em larvas de C. sancticaroli após 
exposição ao fenantreno em órgãos como o intestino, as células de cuénot, 
túbulos de malpighi e corpos gordurosos.  
 Apesar de alguns grupos de contaminantes químicos possuírem 
mecanismos de ação e efeitos bem conhecidos, existem outros grupos que 
ainda possuem poucas informações disponíveis. Dentre eles estão éteres 
difenílicos polibromados (PBDE), que são compostos orgânicos formados por 
dois anéis de benzeno ligados a moléculas de bromos em diferentes posições, 
formando diversos congêneres (DAVIES & ZOU, 2012; ZHANG et al., 2014). 
Os PBDE são produzidos industrialmente e adicionados a materiais como 
plásticos, têxteis, eletrodomésticos, materiais de construção, entre outros com 
a finalidade de evitar incêndios reduzindo a propagação de chamas, por isso 
estão entre os chamados retardantes de chamas polibromados. (CHOU et al., 
2010).  
Os PBDE trazem grande risco para a saúde dos organismos vivos, pois 
possuem alta afinidade pelo tecido adiposo e são considerados possíveis 
disruptores endócrinos, podendo causar também problemas fisiológicos, 
metabólicos, histológicos e reprodutivos (COSTA et al., 2013; GONÇALVES 
DA SILVA et al., 2013; McDONALD, 2002; LINARES et al., 2015). No ambiente 
podem ser depositados em sedimentos, bioacumulados e transferidos para 
outros organismos, ao longo da teia trófica, tornando-se um problema ecológico 
de longa extensão (DAVIES & ZOU, 2012; WIT, 2002). 
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Dessa forma seu estudo e a avaliação visando determinar possíveis 
alterações e consequência da assimilação dos PBDE à biota, já em baixos 
níveis da teia trófica, são fundamentais. Para isso a utilização de técnicas como 
a exposição à xenobióticos e o uso de biomarcadores em organismos 
bioindicadores, como o Chironomus sancticaroli se mostra uma boa alternativa 
para esse tipo de estudo, o que justifica a necessidade de investigação em 
organismos presentes em ecossistemas aquáticos. Segundo Mhadhbi et al. 
(2012) entre os PBDE mais encontrados no ambiente estão os BDE-47 e o 
BDE-99, sendo estes dois congêneres envolvidos na atual pesquisa junto ao 
BDE-17. Assim o principal objetivo do trabalho é identificar as alterações 
histológicas em larvas de Chironomus sancticaroli expostas de forma aguda a 
diferentes congêneres de éteres difenílicos polibromados.  
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2. OBJETIVOS 
2.1 OBJETIVO 
 Identificar as alterações histológicas em larvas de Chironomus 
sancticaroli expostas a diferentes congêneres de éteres difenílicos 
polibromados. 
 
2.2 OBJETIVO ESPECÍFICO 
 Verificar possíveis alterações histológicas em larvas de Chironomus 
sancticaroli expostas aos BDE-17, BDE-47 e BDE-99, em bioensaios 
agudos. 
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3. REVISÃO DA LITERATURA  
 
3.1 Família Chironomidae 
 
Os insetos aquáticos Chironomidae compõe uma família de Diptera, com 
grande potencial de adaptação a diferentes ambientes, sendo amplamente 
distribuídos pelas diversas regiões zoogeográficas, ocorrendo até na Antártica 
(TRIVINHO-STRIXINO, 2011). São holometábolos, possuindo ciclo de vida 
composto por metamorfose completa, ou seja, ovo, larva, pupa e adulto e 
habitam principalmente meios aquáticos dulcícolas, onde desempenham um 
papel importante na ciclagem dos nutrientes, na estruturação e manutenção da 
teia trófica. Segundo Bem et al, (2013) as larvas possuem hábitos alimentares 
predadores ou detritívoras, com predominância do habito predador.  
Os Chironomidae são divididos em 11 subfamílias e aproximadamente 
350 gêneros e mais de 10.000 espécies, o que mostra a riqueza desse grupo 
(ASHE et al, 1987). Destas 11 subfamílias, cinco já foram registadas no Brasil, 
sendo elas; Chironominae, Orthocladiinae, Podonominae, Tanypodinae e 
Telmatogetoninae (TRIVINHO-STRIXINO, 2011; BEM et al, 2013).  
No Brasil os estudos com Chironomidae se iniciaram com trabalhos 
pioneiros de Dr. Sebastião de Oliveira do Instituto Oswaldo Cruz no Rio de 
Janeiro, na década de 1940 (TRIVINHO-STRIXINO, 2011). Já nos anos 1970 
os pesquisadores alemães Drs. Ernst Fittkau e Friederich Reiss, 
desenvolveram trabalhos sobre a ecologia, fauna e a distribuição das larvas de 
Chironomidae, em lagoas da várzea da Amazônia Central (SILVA et al, 2008).  
Suas formas imaturas pertencem ao grande grupo de 
macroinvertebrados bentônicos (SILVA, 2005) e estão associadas ao substrato 
onde constroem tubos com os sedimentos que atuam na constante circulação e 
renovação de água, ajudando nas trocas gasosas e alimentação, além de 
fornecer proteção (BEM et al, 2013). O número de espécies de Chironomidae 
encontrados nos sistemas hídricos são superiores aos encontrados para outros 
grupos taxonômicos, que coexistem no mesmo ambiente, representando uma 
população de alta densidade (CALLISTO & ESTEVES, 1998; ABURAYA & 
CALLIL, 2007; ZILLI et al, 2009).  A distribuição destes insetos é influenciada 
por fatores físicos e químicos como vento, composição do substrato, circulação 
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e distribuição de oxigênio e alimento, sendo a temperatura um dos fatores que 
mais influem em sua distribuição (SELF, et al., 2011; PARK & KWAK; 2014). 
Algumas espécies da família Chironomidae são conhecidas pela 
presença na sua hemolinfa de pigmentos respiratórios do tipo hemoglobina, o 
que está relacionado a resistência e a tolerância a situações ambientais 
adversas como baixos níveis de oxigênio dissolvido na água, alterações no pH, 
poluição e presença de alguns  compostos exógenos no ambiente (CHOI et 
al., 2001; LEE et al., 2006).  
Estudos realizados com Chironomidae verificaram que alguns desses 
gêneros são sensíveis a mudanças na qualidade da água, como no caso de 
água enriquecida com nutrientes, matéria orgânica e outros compostos 
(ADRIAENSSENS et al, 2004). Sendo assim os imaturos de Chironomidae 
podem indicar alterações ambientais, relacionadas ao substrato, as massas de 
água aonde vivem e ao ambiente como um todo, sendo excelentes 
bioindicadores da qualidade ambiental, amplamente utilizados em ensaios 
ecotoxicológicos (SANSEVERINO & NESSIMIAN 2008; FONSECA & ROCHA, 
2004; NICACIO & JUEN, 2015). 
 
3.1.1 Espécie Chironomus sancticaroli 
 
Chironomus sancticaroli é uma espécie descrita por Strixino & Strixino 
em 1981, por meio de exemplares encontrados no Estado de São Paulo, na 
cidade de São Carlos. Seu ciclo de vida é composto por metamorfose 
completa, sendo as três primeiras fases, ovo, larva e pupa, aquáticas e 
associadas ao substrato e os adultos terrestres de vida curta, com função 
apenas relacionada à dispersão e à reprodução (STRIXINO & STRIXINO, 
1981; BUTAKKA et al, 2014).  
O ciclo de vida e a reprodução são influenciados pela temperatura 
ambiental, sendo que a 25ºC o ciclo de vida pode variar entre 12 e 14 dias. Os 
adultos, que não se alimentam, vivem por aproximadamente quatro dias, 
resultando em 16 a 18 gerações em 12 meses (STRIXINO & TRIVINHO- 
STRIXINO, 1985). As fêmeas do inseto depositam seus ovos envoltos por 
mucilagem, em uma massa contendo aproximadamente cerca de 500 a 1000 
ovos, que eclodem aproximadamente 12 horas após a postura pelas fêmeas, 
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com temperatura ambiente  entre 19ºC a 26ºC(TRIVINHO-STRIXINO & 
STRIXINO, 1982). 
Essa espécie é  um excelente bioindicador e costuma ser usada no Brasil 
para ensaios ecotoxicológicos, na avaliação da qualidade ambiental e de 
ecossistemas aquáticos, uma de suas vantagens é sua fácil manutenção sob 
condições de laboratório (PRINTES et al, 2011; FONSECA & ROCHA, 2004). 
 
 
Figura 1: Representantes de díptera da espécie Chironomus sancticaroli. a.) Larva; b.) Adulto. 
FONTE: LEMV/UFPR; REBECHI (2009, p. 2). 
 
 
3.2 Éteres difenílicos polibromados – PBDE  
 
Os Éteres difenílicos polibromados (Polybrominated diphenyl ethers – 
PBDE) são compostos orgânicos sintéticos formados por dois anéis aromáticos 
de benzeno, unidos por um grupo éter e ligados a moléculas de bromo (Br). A 
quantidade de bromos presentes nos PBDE pode variar entre um e dez 
formando diferentes combinações denominadas congêneres (Figura 2). 
Existem 209 congêneres (DAVIES & ZOU, 2012; ZHANG et al., 2014) e eles 
possuem alta estabilidade e ponto de ebulição que varia entre 310 e 425ºC 
(LOHMAN et al, 2003).  
Os PBDE são adicionados a materiais como plásticos, têxtis, circuitos 
eletrônicos, materiais de construção, móveis, espumas e veículos (CHOU et al., 
2010; ZHANG et al., 2014), com o objetivo de reduzir e evitar a propagação de 
chamas durante um incêndio, por isso pertencem a categoria de retardantes de 
chamas bromados (BRFs). Ao serem aquecidos são decompostos antes da 
matriz polimérica evitando a formação de gases inflamáveis. Os bromos 
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liberados removem os radicais OH e H de alta energia formados durante o 
processo de combustão (RAHMAN et al., 2001; TANABE 2004).  
Esses compostos têm chamado à atenção, devido ao fato de concentrações 
significativas terem sido detectadas no ar, na água, nos sedimentos, poeira, em 
seres vivos e até em amostras de tecido sanguíneo humano e no leite materno 
(ALLCHIN et al., 1999; HOOPER et al., 2000; SCHECTER et al., 2003; 
KOJIMA et al, 2009). O PBDE é altamente persistente e pode ser 
bioacumulado e biomagnificado de maneira gradual por um organismo, 
atingindo a teia alimentar onde se encontra, mesmo que presente em 
concentrações nível traço no ambiente (DAVIES & ZOU, 2012; HARA, 2014). A 
estabilidade e o caráter lipofílico, do produto, facilita sua adsorção pelos 
sedimentos e materiais particulados, sendo absorvidos e transferidos a outros 
organismos onde podem ser acumulados nas células adiposas, no fígado ou 
em outras regiões podendo permanecer por muito tempo nos sistemas 
biológicos e afetando diretamente e negativamente a saúde humana e de 
outros organismos (WIT, 2002; RAHMAN et al, 2001).  
Algumas pesquisas mostram que a toxicidade dos BFRs e seu padrão 
de distribuição ambiental se assemelham ao do diclorodifeniltricloroetano 
(DDT) e das bifenilas policloradas (PCBs) (McDONALD, 2002). Os PBDE e 
outros BFRs podem interagir com receptores hormonais nucleares como os 
receptores de estrogénio e de andrógenos (KOJIMA et al, 2009) e também 
possuem semelhanças estruturais com os hormônios tireoidianos T4 (Tiroxina) 
e T3 (Tri-iodotirononina), interferindo no sistema endócrino dos organismos e 
acarretando em outros efeitos nocivos, podendo ser de cunho neurológico e 
oncogênico (COSTA et al., 2013; GONÇALVES DA SILVA et al., 2013). 
Estudos em animais e observações em humanos sugerem que a exposição pré 
ou pós-natal aos PBDE, podem causar problemas de atividade motora e de 
cognição, sendo que os compostos são encontrados em maiores 
concentrações em bebês e crianças, devido à transferência pelo leite materno 
e pela inalação aérea de partículas (LINARES et al., 2015).  
Dentre os congêneres de PBDE mais encontrado em amostras humana 
estão os BDE- 47, BDE-99, BDE- 100 e o BDE-153 (HITES 2004; MAZDAI et 
al. 2003; MHADHBI et al. 2012), sendo os dois primeiros foco do atual 
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estudoestudo e ilustrados na figura 2. Porém os demais congêneres, como o 
BDE- 17, também se encontram amplamente distribuídos pelo ambiente 
afetando os organismos e dinâmicas populacionais dos mais diversos 
ecossistemas, o que justifica a necessidade de estudos. 
 
 
Figura 2: Representação de congêneres de éteres difenílicos polibromados (PBDE), formado 
por dois anéis aromáticos de benzeno, unido e um grupo éter e moléculas de bromos. a.) 
2,2’,4-Tribromodifenil éter (BDE – 17); b.) 2,2’,4,4’-Tetrabromodifenil éter  (BDE – 47); c.) 
2,2’,3,4,4’-Pentabromodifenil éter (BDE – 99). FONTE: KOJIMA et a, 2009, adaptado pela 
autora.  
 
3.3 A ecotoxicologia como ferramenta para o monitoramento ambiental  
 
A ecotoxicologia é uma área bastante empregada no monitoramento 
ambiental e tem como finalidade estudar os mecanismos de ação, as causas e 
os efeitos da exposição de contaminantes ambientais em diferentes 
organismos. Ela integra os conceitos de Ecologia e Toxicologia, quanto ao 
papel ecológico dos organismos e a avaliação dos efeitos tóxicos causados por 
xenobióticos a essas comunidades (ZAGATTO, 2008).    
Uma ferramenta usada na ecotoxicologia são os bioensaios ou testes de 
toxicidade. Neste procedimento, que também é empregado com frequência em 
ambientes aquáticos, as respostas dos organismos são usadas para detectar a 
presença ou medir os efeitos de substâncias presentes no ambiente e os 
efeitos tóxicos ocasionados nos organismos pela exposição a esses 
contaminantes (GOLDSTEIN et, al 1983). Os testes ajudam a estabelecer o 
tempo e a concentração em que o contaminante tornar-se potencialmente 
prejudicial a um organismo e ao ambiente, porém a susceptibilidade à um 
composto é espécie especifico e também depende de outros fatores como 
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localização, idade e tamanho do organismo, além da concentração recebida do 
produto (RAND et al, 1995).  
Existe uma grande preocupação em estabelecer os limites das 
concentrações de contaminações ambientais, inclusive em ambientes 
aquáticos, uma vez que a toxicidade e as altas concentrações de compostos 
químicos podem ser acumuladas na água, no sedimento e nos organismos 
aquáticos, principalmente os bentônicos, representando um potencial risco à 
saúde humana, ao consumo de alimento e aos ecossistemas como um todo 
(GEISY & HOKE, 1989). 
 
3.4 Biomarcadores de resposta ambientais e o uso da histologia em 
análises toxicológicas  
 
Os biomarcadores são respostas biológicas dos organismos induzidas por 
xenobióticos que atuam em baixo nível de organização biológica como 
processos bioquímicos, celulares, estruturais, fisiológicas, entre outros 
(HUGGETT et al., 1992). As respostas são específicas e ocorrem 
precocemente, podendo ser mensuradas no nível de individuo e até de 
população. Os biomarcadores ajudam a identificar a presença de compostos 
químicos tóxicos no meio ambiente e auxiliam a avaliação da exposição e do 
risco à saúde dos organismos (AMORIM, 2003).  
A Histologia é ciências que estuda os tecidos biológicos, desde sua 
formação até sua estrutura e função, surgiu após a invenção do microscópio 
óptico, criado em 1590 por Francis e Zacharias Janssens, e posteriormente 
aperfeiçoado por Robert Hooke. O microscópio teve outros estudiosos como, 
Malpighi, Graw, Ham e Fontana, porém apenas em 1819 Mayer nomeou essa 
ciência (AMENDOEIRA, 2010).  
Inicialmente utilizada para fins anatomopatológicos com estudos em 
humanos, como fez Xavier Bichat (1771-1802) anatomista que ajudou a fixar o 
termo “tecido” (AMENDOEIRA, 2010), atualmente a histologia é amplamente 
utilizada para os mais diversos tipos de pesquisas, sendo uma importante 
ferramenta para estudos ambientais e a ecotoxicologicos, devido a sua 
sensibilidade como eficiente biomarcador, sensível a respostas de estressores 
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subletais, provendo um rápido método para detectar efeitos nocivos em órgãos 
e tecidos, de diversos organismos (BERNET, 1999), bem como para avaliar a 
exposição de um organismo a um agente exógeno por meio do estresse 
observado no tecido e células desse individuo, (MYERS & FOURNIE, 2002; 
SILVA, 2004).  
Grande parte dos estudos histológicos são realizados com peixes 
(BERNET, 1999), porém também existem pesquisas nessa área com 
invertebrados em geral e com insetos. Como os estudos de Rey et al.1998; 
Rey et al.1999, que evidenciaram alterações histológicas no intestino anterior e 
médio de imaturos de Díptera, incluindo Chironomidae, quando expostos ao 
Bacillus thurigiensis var. israelenses (Bti) e ao ácido tânico. Alterações 
teciduais em larvas de C. sancticaroli também foram encontradas após 
exposição ao fenantreno em ensaios de toxidade agudo e crônico, no qual 
foram observadas alterações teciduais em estruturas como trato digestório, 
células de cuénot, glândula salivar, túbulos de malpighi e corpos gordurosos 
(RICHARDI, 2013). Segundo Richard et al, (2015) a maioria dos estudos 
histológicos com a família Chiromidae datam da metade do século dezenove e 
inicio do século vinte, no qual os autores ilustraram a morfologia geral dos 
tecidos, não detalhando suas estruturas celulares. Porém esses trabalhos 
serviram de grande ajuda para a compreensão desses organismos e para 
posteriores estudos mais aprofundados. Dentre os autores com importante 
contribuição para estudos histológicos com membros da família Chironomidae 
podemos destacar, em ordem cronológica; Miall e Hammond (1990), Burtt 
(1938), Zee e Pai (1944), Gouin (1946), Possompés (1946), Possomoès 
(1948), Cazal (1948), Pierson (1956), Credland e Phillips (1974), Credlanad e 
Scales (1976), Credland (1978), Pavon (1979), Seidmen et al. (1986), Jarial 
(1988), Nardi et al. (2009) e Richard et al. (2015). 
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4. MATERIAIS E METODOS 
 
4.1 Criação e manutenção da espécie Chironomus sancticaroli 
A colônia de Chironomus sancticaroli é mantida desde 2008 em uma 
sala de criação no Laboratório de Entomologia Médica e Veterinária (LEMV) 
instalada no departamento de Zoologia, setor de Ciências Biológicas da 
Universidade Federal do Paraná (UFPR), local aonde foi desenvolvido o 
projeto. 
As colônias estão distribuídas em quatro aquários com dimensões de 
25cm x 15cm x 25cm, com capacidade para 10 litros (Figura 3). Cada 
aquário possui como substrato areia de rio peneirada e aproximadamente 
oito litros de água reconstituída com soluções de sulfato de cálcio, 
bicarbonato de sódio, sulfato de magnésio e cloreto de potássio. Os 
aquários são recobertos por tecido voal e elástico. Sua limpeza é realizada 
duas vezes por mês e a colônia é alimentada três vezes por semana com 
aproximadamente 2,8 g de ração canina Dog Chow®, macerada.  O 
ambiente permanece em uma temperatura de 25ºC ± 2, umidade de 80 ± 
10% e fotoperíodo de 12h claro / 12 h escuro. 
 
Figura 3: Aquários de 10 litros utilizados para a criação e manutenção da espécie Chironomus sancticaroli 
na sala de criação do Laboratório de Entomologia Médica e Veterinária (LEMV). 
 
4.2 Bioensaios de toxicidade aguda 
Os bioensaios foram realizados a partir da coleta de massas ovígeras de 
C. sacticaroli retiradas dos aquários e depositadas em bandejas de plástico 
com dimensões de 40×25×7cm, contendo dois litros de água reconstituída, 
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75,83 g de areia Sigma (50-70 Mesh) e aeração constante. As larvas foram 
alimentadas três vezes por semana com 10 g de ração para peixe TetraMin® 
triturada. Para os bioensaios foram usados os imaturos de final de terceiro 
instar, começo do quarto instar, obtido após aproximadamente sete dias de 
retirada das massas ovígeras dos aquários, mantidos  sob as mesmas 
condições de manutenção da colônia.   
 Para a exposição das larvas foram utilizados os congêneres BDE-17, 
BDE-47 e BDE-99 (AccuStandard®), em três diferentes concentrações para 
cada PBDE: CI:0,5 ng.mL-1, CII:2,0 ng.mL-1 e CIII:20 ng.mL-1, além do controle 
água (CA), formado apenas por água reconstituída e o controle solvente (CS) 
formado por acetona. As concentrações aqui utilizadas foram estabelecidas no 
Laboratório de Química Ambiental da Universidade Federal do Paraná a partir 
de amostras ambientais encontradas e referidas por algumas literaturas que 
são descritas no trabalho de Hara (2014), uma vez que segundo o mesmo 
autor os PBDE são disponibilizados em níveis traços no ambiente, que podem 
variar de pictogramas por gramas, ou por litro, até nanograma por grama ou 
por litros. Outro fator relevante é que as concentrações utilizadas para a 
exposição são inferiores à concentração letal (CL50) não causando mortalidade 
significativa.  
Os ensaios foram instalados em copos de vidros com capacidade para 
300 mL, onde foram adicionados 10,64 g de sedimento (areia Sigma® 50-70 
Mesh), 50 mL de água reconstituída e as respectivas concentrações dos 
PBDE, para o controle solvente foram adicionados apenas água reconstituída e 
acetona, para o controle água, apenas a água. Foi realizado um bioensaio para 
cada um dos três congêneres de PBDE, contendo duas replicas para cada 
concentração e controles, e 10 larvas em cada copo, totalizando 30 copos e 
300 larvas. (Figura 4). 
As larvas expostas foram mantidas durante 48h em câmaras tipo BOD 
sob temperatura de 25ºC ± 2 e fotoperíodo de 12h claro / 12h escuro. 
Parâmetros como, salinidade, condutividade, concentração de sólidos totais, 
oxigênio dissolvido, temperatura e pH da solução foram mensurados no inicio 
do experimento e às 48 horas, no momento da leitura. As larvas foram 
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armazenadas em tubos tipo eppendorf e posteriormente fixadas em solução 
Duboscq por 24 horas para confecção das lâminas. 
 
Figura 4: Representação esquemática dos bioensaios realizados com a substância PBDE em 
larvas de Chironomus sancticaroli de III instar final / IV instar inicial objetivando expor imaturos 
da larva ao contaminante para a confecção de lâminas histológicas. Foram utilizadas três 
concentrações (0,5 ng.mL
-1
, 2,0 ng.mL
-1
 e 20 ng.mL
-1
) além do controle com água e solvente. 
Para cada tratamento foram feitas duas réplicas, contendo 10 larvas da espécie em cada. 
 
4.3 Confecção das lâminas histológicas e analise por microscopia óptica 
Após a leitura do bioensaio as larvas foram fixadas durante 24 horas em 
solução de Duboscq. Em seguida foram lavadas com banhos sucessivos de 
etanol 70% durante 30 minutos cada, que também tem como finalidade a 
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remoção da solução. Seguidamente os tecidos foram desidratados através uma 
serie alcoólica crescente. Posteriormente as larvas passaram pela 
diafanização, processo que consiste na lavagem com solução de Xilol, em 
seguida as larvas foram incluídas no Paraplast (Plus®-Sigma) derretido, onde 
permaneceram à 58ºC por 3 horas aproximadamente, para que ocorra a 
infiltração do Paraplast nos tecidos das larvas (Figura 5.a). Após esse tempo, 
as larvas foram emblocadas (Figura 5.b). 
A etapa de corte e coloração ocorreu no Departamento de Biologia 
Celular da UFPR, no Laboratório de Reprodução e Comunidade de Peixes. 
Após tremada, ou seja, fixada e moldada o bloco de parafina com a larva em 
um suporte de madeira, foram realizados, no micrótomo, cortes transversais e 
longitudinais (Figura 5.c) a uma espessura de 7µm e distendidos em banho 
maria à 40ºC. Para a aderência do Paraplast contendo o corte da larva na 
lâmina foi utilizado albumina de Meyer, e então as lâminas foram cobertas até 
secarem.  
No processo de coloração as lâminas precisaram ser hidratadas e por 
isso passaram por uma série alcoólica decrescente se iniciando com xilol, para 
a exclusão do Paraplast, e finalizando com álcool 70%. Posteriormente foram 
coradas com Hematoxilina-Eosina (HE) e novamente desidratadas em uma 
série alcoólica crescente. Por fim foram montadas com solução Permount® e 
lamínula (Figura 5.d).   
As lâminas foram analisadas no LEMV utilizando o fotomicroscópio 
óptico Carl Zeiss (Scope.A1) e o programa Axion Vision SE64, para possível 
identificação e descrição de alterações histológicas, sendo que as três 
concentrações de cada um dos congêneres de PBDE foram comparadas com o 
controle água, solvente e com a literatura existente (Figura 5.e). A terminologia 
histológica utilizada foi a descrita por Junqueira & Carneiro (2004). 
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Figura 5: Processo de confecção de lâminas histológicas com cortes de larvas de Chironomus 
sancticaroli de III instar final / IV instar inicial. a) infiltração; b) emblocagem; c) corte no 
micrótomo; d) montagem e armazenamento das laminas; e) Microscópio óptico (Carl Zeiss) 
utilizado para à analise dos cortes. Foram analisadas lâminas de três concentrações, além do 
controle água e solvente. 
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5. RESULTADOS 
5.1 Variáveis ambientais mensuradas durante o bioensaio de toxicidade 
aguda.  
 Durante a realização dos bioensaios agudos as larvas foram expostas 
durante 48 horas ao contaminante PBDE, em diferentes congêneres e 
concentrações dissolvidas em ambiente aquoso. As variáveis químicas e 
físicas desse ambiente foram mensuradas em todas as amostras no momento 
da exposição, à 0 hora, e no momento da leitura, às 48 horas. A temperatura 
variou entre 22 e 25ºC, o pH entre 6,9 e 7,8 e a mortalidade do controle não 
ultrapassou 10%, permitindo o uso daquele conjunto de larvas no teste. 
Outras variáveis também foram mensuradas como o TDS que é a 
medida dos sólidos totais dissolvidos na água utilizado para analisar a pureza 
do ambiente de água doce, detectando íons carregados e em movimentos. 
Durante o experimento o TDS variou entre 60 e 100 ppm. A taxa de salinidade 
e a condutividade elétrica também foram observadas oscilando entre 55 e 150 
ppm e entre 90 e 215 µs respectivamente. Amostras com valores muito 
superiores a essas medidas foram desconsideradas para a sequência dos 
experimentos. 
 
5.2 Alterações histológicas resultante da exposição aguda ao PBDE 
 Nas larvas de Chironomus sancticaroli estão presentes uma série de 
órgãos e estruturas com funções complexas e variadas. A Figura 6 tem por 
objetivo ilustrar algumas dessas estruturas da morfologia interna da espécie, 
para facilitar a visualização e a localização especial ao longo do trabalho. 
Serão citados apenas os órgãos nos quais foram encontradas alterações, 
destacados pelos retângulos vermelhos na figura 6, na qual suas morfologias e 
descrição serão apresentados ao longo da discussão.  
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Figura 6: Representação da larva de Chironomus sancticaroli com indicação de seus principais 
órgãos. Destacados nos retângulos vermelhos estão as estruturas nas quais foram 
encontradas alterações histológicas resultantes da exposição aguda de 48 horas das larvas ao 
xenobiótico PBDE, no atual trabalho. FONTE: RICHARDI et al, (2015, p. 241), adaptado pela 
autora. 
 
Após a exposição aguda de 48 horas aos diferentes tipos de PBDE e a 
confecção das lâminas, a morfologia interna das larvas de C. sancticaroli foi 
analisada e foi possível perceber pelo menos algum tipo de alteração em todos 
os congêneres de PBDE utilizados e que variam conforme as concentrações.  
As estruturas nas quais as alterações histológicas foram observadas 
são: Enócitos, Células de Cuénot. Região I e Região II do Intestino Médio e 
Glândulas salivares, conforme evidencia a Tabela 1. O tipo de alteração 
observada nessas estruturas se encontra descrito na Tabela 2.  
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Tabela 1: Estruturas e amostras nas quais foram observadas alterações histológicas em larvas de 
Chironomus sancticaroli expostas ao xenobiótico PBDE por 48 horas em bioensaios de toxicidade aguda. 
Lembrando que para cada congênere de PBDE usado as concentrações são respectivamente; CI: 0,5 
ng.mL
-1
, CII: 2,0 ng.mL
-1
 e CIII: 20 ng.mL
-1
 . 
ESTRUTURA AMOSTRAS 
Controle 
Solvente 
BDE-17 BDE-47 BDE-99 
CI CII CIII CI CII CIII CI CII CIII 
Énocito X X X X X X X  X  
Células de Cuénot  X X X X X X X X X 
Região I do intestino  X X  X X  X   
Região II do intestino      X    X 
Glândula salivar  X  X X X     
  
 
Tabela 2: Tipo de alteração histológica observadas em cada estrutura das larvas de Chironomus 
sancticaroli expostas ao xenobiótico PBDE por 48 horas em bioensaios de toxicidade aguda e tipo de 
amostras nas quais elas foram encontradas. Lembrando que para cada congênere de PBDE usado as 
concentrações são respectivamente; CI: 0,5 ng.mL
-1
, CII: 2,0 ng.mL
-1
 e CIII: 20 ng.mL
-1
 . 
ESTRUTURA
S 
ALTERAÇÕES OBSERVADAS AMOSTRAS 
Controle 
solvente 
BDE-
17 
BDE-47 BDE-
99 
Énocito Vacuolização do citoplasma e aparente 
mudança na forma e na consistência da 
célula. 
X CI, CII 
e CIII 
CI, CII e 
CIII 
CII 
Células de 
Cuénot 
Espaçamento entre as células, 
deslocamento e danificação do bordo 
em escova da região apical das células. 
 CI, CII 
e CIII 
CI, CII e 
CIII 
CI, CII 
e CIII 
Região I do 
intestino 
Diminuição do volume celular, aparente 
mudança em sua forma e estreitamento 
do intestino. 
 CI, CII CI, CII CI 
Região II do 
intestino 
Vacuolização do citoplasma.   CII CIII 
Glândula 
salivar 
Formação de granulos acidófilos no 
citoplasma. 
 CI e 
CIII 
CI e CII  
 
 
5.2.1 Alterações histológicas nos Enócitos: 
Conforme evidenciado nas Tabelas 1 e 2 ao comparar os organismos 
contaminados, com os diferentes congêneres do PBDE, com os organismos do 
controle água (Figura 7.a) é possível perceber alterações do tipo vacuolização 
do citoplasma nas amostras de BDE-17, CI (Figura 8.a), CII (Figura 8.b) e CIII 
(Figura 8.c), assim como nas amostras de BDE-47, CI (Figura 9.a), CII (Figura 
9.b) e CIII (Figura 9.c) e por fim na amostra BDE-99 CII (Figura 10), sendo que 
neste último a alteração é bem branda podendo indicar apenas um início de 
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vacuolização do citoplasma. No controle solvente acetona, também ocorreu à 
mesma alteração (Figura 7.b). Também é possível observar nessas células de 
organismos contaminados uma aparente alteração de forma e na consistência, 
se comparado com o controle água. 
 
Figura7: Corpo gorduroso na larva de Chironomus sancticaroli evidenciando as células do tipo enócito. a. 
Enócitos dos organismos do controle água. b. Enócitos dos organismos do controle solvente. A ponta da 
seta indica a vacuolização do citoplasma. en: enócito, trf: trofócito, outro tipo celular do corpo gorduroso, 
fm: fibras musculares. Barra de escala: 10 µm. 
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. 
Figura 8: Corpo gorduroso na larva de Chironomus sancticaroli evidenciando as células do tipo enócito em 
organismos contaminados com o BDE-17. a. Enócitos dos organismos CI (0,5 ng.mL
-1
). b. Enócitos dos 
organismos CII (2,0 ng.mL
-1
). c. Enócitos dos organismos CIII (20 ng.mL
-1
).  As pontas das setas indicam 
a vacuolização do citoplasma e também é possível observar uma mudança na forma e consistência das 
células. en: enócito, trf: trofócito. Barra de escala: 10 µm. 
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Figura 9: Corpo gorduroso na larva de Chironomus sancticaroli evidenciando as células do tipo enócito em 
organismos contaminados com o BDE-47. a. Enócitos dos organismos CI (0,5 ng.mL
-1
). b. Enócitos dos 
organismos CII (2,0 ng.mL
-1
). c. Enócitos dos organismos CIII (20 ng.mL
-1
).  As pontas das setas indicam 
a vacuolização do citoplasma e também é possível observar uma mudança na forma e consistência das 
células. en: enócito, trf: trofócito. fm: fibras musculares.  Barra de escala: 10 µm. 
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Figura 10: Corpo gorduroso na larva de Chironomus sancticaroli evidenciando as células do tipo enócito 
em organismos contaminados com o BDE-99 CII (2,0 ng.mL
-1
). As pontas das setas indicam uma possível 
inicio de vacuolização do citoplasma. en: enócito, trf: trofócito. Barra de escala: 10 µm. 
 
5.2.2 Alterações histológicas nas Células de Cuénot: 
Com relação às Células de Cuénot as tabelas 1 e 2 exibem as 
alterações histológicas em larvas de Chironomus sancticaroli contaminadas 
com o produto BDE-17 nas concentrações CI (Figura 12.a), CII (Figura 12.b) e 
CIII (Figura 12.c), com o BDE-47 nas concentrações CI (Figura 13.a), CII 
(Figura 13.b) e CIII (Figura 13.c) e também nos organismos expostos ao BDE-
99 concentrações CI (Figura 14.a), CII (Figura 14.b) e CIII (Figura 14.c)., 
comparados aos controles água e solvente (Figura 11.a/b).  
As principais alterações encontradas nessa estrutura foram; 
distanciamento das células, ou seja, aumento do espaçamento entre as 
unidades de células que formam o conjunto de Cuénot e danos na região apical 
das células, do bordo em escova, assim como seu deslocamento. Os 
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organismos de CI e CII expostos ao BDE-17 (Figura 12.a/b), o CI e o CIII 
exposto ao BDE-47 (Figura 13.a/c) e CIII exposto ao BDE-99 (Figura 14.c) 
apresentam um distanciamento de suas células em comparação com o controle 
água (Figura 11.a) e  controle solvente (Figura 11.b). Já os organismos CII e 
CIII expostos ao BDE-17 (Figura 12.b/c) e o CII ao BDE-47 (Figura 13.b) e os 
organismos das concentrações CI e CII exposto ao BDE-99 (Figura 14.a/b), 
apresentam o ápice das Células de Cuénot danificadas, com deslocamento do 
bordo em escova. No caso dessas células as alterações não foram graduais , 
sendo difícil estabelecer um padrão de intensidade relacionado ao aumento da 
concentração. 
 
 
Figura 11: Células de Cuénot e células dos Cecos gástricos de larva de Chironomus sancticaroli. a. 
Células da Cuénot de organismos do controle água. b. Células de Cuénot de organismos do controle 
solvente. cc: células de cuénot. cg: células dos cecos gástricos. Barra de escala: 10 µm.  
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Figura 12: Células de Cuénot e células dos Cecos gástricos de larva de Chironomus sancticaroli expostos 
ao BDE-17. a. Células de Cuénot dos organismos CI (0,5 ng.mL
-1
). b. Células de Cuénot dos organismos 
CII (2,0 ng.mL
-1
). c. Células de Cuénot dos organismos CIII (20 ng.mL
-1
).  As pontas das setas amarelas 
indicam o distanciamento entre as células causadas pelo produto.  As pontas das setas verdes indicam a 
danificação do ápice dessas células e/ou o deslocamento do bordo em escova. cc: células de cuénot. cg: 
células dos cecos gástricos. fm: fibras musculares. Es: esôfago.  Barra de escala: 10 µm. 
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Figura 13: Células de Cuénot e células dos Cecos gástricos de larva de Chironomus sancticaroli expostos 
ao BDE-47. a. Células de Cuénot dos organismos CI (0,5 ng.mL
-1
). b. Células de Cuénot dos organismos 
CII (2,0 ng.mL
-1
). c. Células de Cuénot dos organismos CIII (20 ng.mL
-1
).  As pontas das setas amarelas 
indicam o distanciamento entre as células causadas pelo produto.  As pontas das setas verdes indicam a 
danificação do ápice dessas células e/ou o deslocamento do bordo em escova. cc: células de cuénot. cg: 
células dos cecos gástricos. fm: fibras musculares. Es: esôfago.  Barra de escala: 10 µm. 
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Figura 14: Células de Cuénot e células dos Cecos gástricos de larva de Chironomus sancticaroli expostos 
ao BDE-99. a. Células de Cuénot dos organismos CI (0,5 ng.mL
-1
). b. Células de Cuénot dos organismos 
CII (2,0 ng.mL
-1
). c. Células de Cuénot dos organismos CIII (20 ng.mL
-1
).  As pontas das setas amarelas 
indicam o distanciamento entre as células causadas pelo produto.  As pontas das setas verdes indicam a 
danificação do ápice dessas células e/ou o deslocamento do bordo em escova. cc: células de cuénot. cg: 
células dos cecos gástricos. fm: fibras musculares. Es: esôfago.  Barra de escala: 10 µm. 
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5.2.3 Alterações histológicas nas células da região I do intestino: 
As tabelas 1 e 2 indicam alterações histológicas nas células da região I 
do intestino médio das larvas de Chironomus sancticaroli expostas ao BDE-17 
nas concentrações CI (Figura 16.a) e CII (Figura 16.b), nas amostras de 
organismos contaminados com BDE-47 nas concentrações CI (Figura 17.a) e 
CII (Figura 17.b) e nas amostras de BDE-99 em CI (Figura 18). 
As alterações observadas em todos os organismos contaminados, e que 
não ocorreram no controle água e solvente (Figura 15.a/b) foi a diminuição do 
volume celular e aparente alteração na forma das células que ficaram 
evidentemente mais arredondadas. No organismo CI exposto ao BDE-99 foi 
observado também estreitamento do diâmetro da luz do intestino (Figura 18). 
As alterações observadas nas células da região I do intestino não seguem um 
padrão de intensidade gradual ao aumento das concentrações, por exemplo, 
não foram observados alterações em organismos contaminados com a maior 
concentração do produto utilizado (CIII: 20 ng.mL-1) em nenhum dos 
congêneres, não se mostrando dose-dependente.  
 
 
Figura 15: Células da região I do intestino médio de larvas de Chironomus sancticaroli. a. Células da 
região I do intestino de organismos do controle água. b. Células da região I do intestino de organismos do 
controle solvente. ci: células do intestino região I. int: intestino. ac: alimento. Barra de escala: 10 µm. 
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Figura 16: Células da região I do intestino médio de larvas de Chironomus sancticaroli expostas ao BDE-
17. a. Células da região I do intestino dos organismos CI (0,5 ng.mL
-1
). b. Células da região I do intestino 
dos organismos CII (2,0 ng.mL
-1
).  As pontas das setas indicam alterações na forma da célula e 
diminuição do volume celular. ci: células do intestino região I. int: intestino. ac: alimento. Barra de escala: 
10 µm. 
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Figura 17: Células da região I do intestino médio de larvas de Chironomus sancticaroli expostas ao BDE-
47. a. Células da região I do intestino dos organismos CI (0,5 ng.mL
-1
). b. Células da região I do intestino 
dos organismos CII (2,0 ng.mL
-1
).  As pontas das setas indicam alterações na forma da célula e 
diminuição do volume celular. ci: células do intestino região I. int: intestino. fm: fibras musculares. Barra de 
escala: 10 µm. 
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Figura 18: Células da região I do intestino médio de larvas de Chironomus sancticaroli expostas ao BDE-
99 CI (0,5 ng.mL
-1
).  As pontas das setas amarelas indicam alterações na forma da célula e diminuição do 
volume celular. A ponta da seta azul sob o traço indica estreitamento do diâmetro do intestino. ci: células 
do intestino região I. int: intestino. cg: células dos cecos gástricos. Barra de escala: 10 µm. 
 
5.2.4 Alterações histológicas nas células da região II do intestino: 
Observando as tabelas 1 e 2 podemos perceber que houve alterações 
na região II do intestino médio das larvas de Chironomus sancticaroli expostas 
ao BDE-47 apenas na concentração CII (Figura 20) e na amostras de BDE-99 
apenas em CIII (Figura 21). 
As alterações observadas em todos os organismos contaminados, e que 
não ocorrem no controle água e no controle solvente (Figura 19.a/b), foi a 
vacuolização do citoplasma. No caso dessas células se observa que só  houve 
alterações em concentrações maiores dos produtos utilizados, porém como os 
danos foram observados apenas em uma das amostras de dois dos 
congêneres fica difícil estabelecer uma relação dose-dependente. 
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Figura 19: Células da região II do intestino médio de larvas de Chironomus sancticaroli. a. Células da 
região II do intestino médio de organismos do controle água. b. Células da região II do intestino médio de 
organismos do controle solvente. cii: células do intestino região II. int: intestino. ac: alimento. Barra de 
escala: 10 µm. 
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Figura 20: Células da região II do intestino médio de larvas de Chironomus sancticaroli expostos ao BDE-
47 CII (2,0 ng.mL
-1
).  As pontas das setas amarelas indicam a vacuolização do citoplasma. cii: células do 
intestino região II. int: intestino. ac: alimento. Barra de escala: 10 µm. 
 
 
Figura 21: Células da região II do intestino médio de larvas de Chironomus sancticaroli expostos ao BDE-
99 CIII (20 ng.mL
-1
).  As pontas das setas amarelas indicam a vacuolização do citoplasma. cii: células do 
intestino região II. int: intestino. ac: alimento. Barra de escala: 10 µm. 
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5.2.5 Alterações histológicas nas glândulas salivares: 
Observando as tabelas 1 e 2 podemos perceber que as glândulas 
salivares das larvas de C. sancticaroli também sofreram alterações. Estas 
foram observadas nas larvas expostas ao BDE-17 nas concentrações CI 
(Figura 23.a) e CIII (Figura 23.b) e nas larvas contaminadas com o BDE-47 nas 
concentrações CI (Figura 24.a) e CII (Figura 24.b).  
As alterações observadas nessa estrutura, e que não ocorrem no 
controle água e no controle solvente (Figura 22.a/b), foi a formação de grânulos 
no citoplasma que se coraram com a eosina, podendo inferir então que são 
acidófilos. No caso dessas células exposta ao BDE-47 observamos uma 
alteração gradual que se intensifica com o aumento da concentração, embora 
na maior concentração (CIII: 20 ng.mL-1) não foram observadas alterações. Já 
nas glândulas salivares dos organismos exposto ao BDE-17 não é possível 
estabelecer essa relação entre aumento da concentração e aumento do dano e 
na concentração intermediaria (CII: 2,0 ng.mL-1)  não foram observadas 
alterações. 
 
 
Figura 22: Células da glândula salivar de larvas de Chironomus sancticaroli. a. Células da glândula salivar 
de organismos do controle água. b. Células glândula salivar de organismos do controle solvente. gs: 
glândula salivar nu: núcleo da célula. Barra de escala: 10 µm. 
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Figura 23: Células da glândula salivar de larvas de Chironomus sancticarolia expostas ao BDE-17. a. 
Células da glândula salivar dos organismos CI (0,5 ng.mL
-1
). b. Células da glândula salivar dos 
organismos CIII (20 ng.mL
-1
).  As pontas das setas indicam alterações de formação de grânulos no 
citoplasma. gs: glândula salivar. nu: núcleo da célula. Barra de escala: 10 µm. 
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Figura 24: Células da glândula salivar de larvas de Chironomus sancticarolia expostas ao BDE-47. a. 
Células da glândula salivar dos organismos CI (0,5 ng.mL
-1
). b. Células da glândula salivar dos 
organismos CII (2,0 ng.mL
-1
).  As pontas das setas indicam alterações de formação de grânulos no 
citoplasma. gs: glândula salivar. nu: núcleo da célula. Barra de escala: 10 µm. 
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6. DISCUSSÃO 
Os seres vivos possuem diversas estratégias, mecanismos e estruturas 
para eliminar compostos estranhos de seu organismo, porém devido às 
características químicas do composto, nem sempre isso é possível e o produto 
pode acaba sendo bioacumulado. Estudos como o de Bartrons et al (2007) 
afirma que os PBDE podem ser biotransformados pelo processo de 
desbromação fotoquímica ou biológica, resultando em compostos secundários 
que muitas vezes também são tóxicos (EUR-LEX, 2008), porém mas fáceis de 
serem eliminados do ambiente. Mas devido à alta estabilidade dos PBDE a 
maior parte do produto permanece inalterada nos organismos e ecossistemas 
aquáticos, podendo afetar toda uma comunidade assim como o interferir no 
desenvolvimento e na metamorfose de muitas espécies.  
Em membros da família Chiromidae, alguns órgãos e estruturas 
desempam importante papel na biotransformação de xenobióticos e 
consequentemente na desintoxicação desses organismos, sendo assim foram 
nessas estruturas que se esperou encontrar alterações provenientes da 
contaminação aguda por PBDE. Dentre esses órgãos e tecidos podemos citar 
as hemoglobinas presentes na hemolinfa (RICHARDI et al. 2015) cuja 
produção relaciona-se a células do corpo gorduroso como os trofócitos e os 
enócitos, que também estão envolvidos no processo de desintoxicação 
(RICHARDI, 2013). Órgãos como o intestino médio de grande dinamismo no 
qual ocorre o transporte de íons, água, além da absorção de nutrientes e 
eliminação das fezes (RICHARD, 2015). Células de Cuénot, envolvida na 
formação da membrana perítrófica, e os cecos gástricos que segundo Meigen 
(1926); Chapman (2012) apud Richardi (2013) é uma região com grande 
quantidade de ribossomos e retículo endoplasmático rugoso, sugerindo a 
função de síntese e secreção, atuando na absorção e nos processos finais da 
digestão de muitos insetos. Nas glândulas salivares, não relacionadas a 
funções digestivas, porém com alta atividade de síntese de proteínas e 
transcrição, devido à presença dos cromossomos politênicos (RICHARDI et al.  
2015). Nos túbulos de Malpighi com função ativa no transporte de íons, o que 
pode ser inferido pela série de invaginações associadas à mitocôndrias 
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presentes na membrana plasmática basal (JARIAL, 1988) e outros órgãos de 
Chironomus sancticaroli. Porém apenas em algumas dessas estruturas citadas 
foram encontradas alterações, sendo estas observadas nos Enócitos, nas 
Células de Cuénot, nas regiões I e II do intestino médio e nas glândulas 
salivares. 
Os Enócitos são células grandes e com núcleo centralizado, que assim 
como os trofócitos compõe o corpo gorduroso de dípteros, porém enquanto os 
trofócitos são células pequenas e numerosas de origem mesodérmica os 
enócitos possuem origem ectodérmica, são maiores e se encontram em menor 
número espalhadas entre os trofócitos (ZARA, 2004). Os enócitos são ricos em 
Retículos Endoplasmáticos Lisos (REL) e Rugosos (RER), o que sugere 
processo de síntese de lipídeos (HAUNERLAND & SHIRK, 1995), também 
possuem membranas com várias invaginações citoplasmáticas, grande 
quantidade de mitocôndria e complexo de golgi, sugerindo a síntese e 
exportação de proteínas (TADKOWSKI et al. 1977; FONTANETTI et al. 2004; 
MARTINS, 2008). Alguns trabalhos como o de Schin et al, 1977; Vafopoulou-
Mandalos & Laufer (1984) apud Richardi (2013) descrevem sua ultraestrutura e 
relatam sua importância na produção de hemoglobina. Já Cruz-Ladim (2009) 
sugere que o corpo gorduroso em geral pode estar relacionado ao processo de 
desintoxicação do metabolismo energético. 
Conhecer a função dos enócitos ajuda a entender os resultados 
encontrados no atual trabalho. Comparado com o controle água todos os três 
congêneres de PBDE utilizados apresentaram alterações. Essas alterações se 
intensificaram com o aumento da concentração no BDE-17 e no BDE-47, já no 
BDE-99 foi observada apenas na concentração dois (CII: 2,0 ng.mL-1). Lycett et 
al. (2006) afirma que os enócitos  apresentam alto nível de expressão da 
NADPH citocromo P450 redutase, sugerindo sua relevante participação no 
mecanismo de desintoxicação dos organismos e no metabolismo de 
xenobióticos. Isso pode estar associado ao fato de já em pequenas 
concentrações e tempo de exposição das larvas de C. sancticaroli ao 
xenobiótico PBDE terem ocorrido alterações nesse tipo celular, que dentre 
outras coisas podem estar ligados a um mecanismo de defesa para expulsão 
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desse composto relacionados a mudança de atividade metabólica e alteração 
na expressão de genes de desintoxicação. 
A alteração observada foi vacuolização do citoplasma. Ferreira (2010) 
encontrou resultados semelhantes de vacuolização em énocitos de operárias 
adultas de Scaptotrigona postica (Hymenoptera, Apidae), tratadas com Fipronil 
e ácido bórico, já Décio (2010) encontrou vacuolização em túbulos de Malpighi 
e intestino médio de operárias adultas de Atta sexdens rubropilosa Forel 
(Hymenoptera: Formicidae) tratadas com hidrametilnona. Segundo a autora 
essa alteração pode ser um reflexo de morte celular programada derivada de 
processos degenerativos de células causadas pelos xenobióticos, relacionadas 
ao mecanismo de desintoxicação de compostos estranhos. Essas 
vacuolizações são mais comuns em insetos no período de metamorfose 
(BEAULATON; LOCKSHIN, 1982 apud DÉCIO 2010; CRUZ-LADIM 2009), que 
no caso das larvas de Chironomus sancticaroli utilizadas estavam no final do 
terceiro instar, começo do quarto instar, onde logo em seguida se tornariam 
pupas. Outra hipótese que pode ajudar a explicar a vacuolização causada 
pelos PBDE é o fato do produto ser altamente lipofílico, interagindo com as 
membranas das células, que no caso dos enócitos possui associado grande 
quantidade de REL, indicando participação na síntese de lipídeos e presença 
de glicoproteínas no citoplasma (MARTINS, 2008; FERREIRA, 2010). O 
mesmo tipo de alteração também foi observado no controle solvente, acetona, 
porém em menor intensidade. Décio (2010) também observou em seus estudos 
que o intestino médio, que sofreu vacuolização, foi aparentemente mais 
afetado pela hidrametilnona ao ter a acetona como veículo. No atual trabalho a 
acetona foi usada para ajudar a diluir o composto na amostra aquosa, uma vez 
que o PBDE possui forte caráter lipofílico necessitando de um veículo para ser 
internalizado pelos organismos de maneira mais fácil, porém estudos como o 
de Yevgen (2013) sugere que solventes orgânicos como a acetona podem 
conduzir a alterações celulares na estrutura da membrana atuando em sua 
permeabilidade facilitando a entrada de outros compostos (TSAI et al., 2001; 
NIELSEN, 2009; YEVGEM, 2013). Mas ao observar os resultados é possível 
notar que a vacuolização dessa célula se mostrou dose dependente e 
claramente agravada pelo uso do PBDE e com o aumento de suas 
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concentrações, logo podemos inferir que o produto teve ação sobre os enócitos 
das larvas de C. sancticaroli. 
As Células de Cuénot, junto com os cecos gástricos, são as primeiras 
estruturas do intestino médio. São células de origem endodérmica, associadas 
a projeções esofágicas, de grande tamanho, com núcleo esférico, que se 
mantem agrupadas, são fortemente basófilas e possuem em seu ápice bordos 
em escova (RICHARDI et al. 2015). As células de Cuénot possuem como 
principal função a formação da membrana peritrófica, membrana essa com 
função de revestir o conteúdo alimentar que entra no trato gastrointestinal, 
proteção do epitélio contra danos mecânicos e atua como barreira contra 
compostos tóxicos ao inseto (RICHARDI, 2013; CORREIA et al. 2009). As 
células de cuénot são estruturas que possui bastante invaginações que 
segundo Jarial & Engstrom (1997), podem relacionar-se ao transporte de 
substâncias usadas na produção dessa membrana. Portanto essa estrutura 
deve possuir grande atividade metabólica e energética, o que contribui para os 
achados de alterações histológicas por xenobióticos.  
No atual trabalho foram observadas alterações em células de cuénot, 
das larvas de Chironomus sancticaroli, em todos os congêneres de PBDE 
utilizados e em todas as concentrações. Porém diferentemente dos resultados 
encontrados para os énocitos, as alterações nas células de Cuénot não se 
mostraram dose dependentes e são de dois tipos; distanciamento das células 
que formam o conjunto de cuénot e a danos do bordo em escova da região 
apical das células, com deslocamento. Valotto et al. (2014) relatam, em seu 
trabalho, dentre as evidencias morfofisiológicas que levaram a destruição do 
intestino médio de larvas de Aedes aegypti contaminada com o ácido 3-β-
acetoxylabdan-8(17)-13-dien-15-oico, extraído da planta medicinal Copaifera 
reticulata, o rompimento do bordo em escova dessa região. Já Richardi (2013), 
também encontrou resultados semelhantes como danos do ápice de células de 
cuénot, causadas pelo rompimento do bordo em escova, em larvas de 
Chironomus sancticaroli, expostas ao fenantreno. Segundo o mesmo autor as 
alterações observadas no ápice dessa célula poderiam ser entendidas como 
resultados de efeito da secreção da matriz peritrófica, porém ele discorre que 
os autores Jarial & Engstrom (1997) afirmam que mesmo durante a liberação 
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da secreção essas células se mantem intactas, então da mesma forma que no 
trabalho de Richardi (2013), também podemos inferir que as alterações nas 
larvas de Chirnomus sancticaroli encontradas no atual trabalho foram 
provocadas pelo xenobiotico utilizado, no caso o PBDE. Junqueira e Carneiro 
(2004) apud Souza (2012) afirmam que o bordo em escova das células é 
formado por microvilosidades e pelo glicocálice e Scudeler & Santos (2013) diz 
que mudanças nos microfilamentos de actina em células que passam por 
estresse, podem alterar as microvilosidades e caso o estímulo permaneça pode 
levar a necrose e consequentemente a morte celular. Podendo ser essa uma 
possível explicação para as alterações observadas nas larvas expostas aos 
PBDE, que mesmo sendo de diferentes tipos causaram danos semelhantes, 
indicando um mesmo mecanismo de ação.  
Outra região na quais foram observadas alterações nas larvas de 
Chironomus sancticaroli expostas aos PBDE foram as regiões I e II do intestino 
médio das larvas. O canal alimentar dos insetos representa uma “área de 
contato entre insetos e o ambiente”, local de entrada dos alimentos e de muito 
outros compostos químicos, sendo de fundamental importância para pesquisas 
que envolvem o controle de pragas agrícolas, ou estudos com ecotoxicologia e 
contaminação ambiental (CORREIA, et al. 2009). O intestino médio ou 
mesêntero, que sucede o intestino anterior ou estomodeu e antecede o 
intestino posterior ou proctodeu, possuem origem endodérmica (RICHARDI et 
al. 2015) e nas larvas de Chironomus sancticaroli é formada por estruturas 
como as células de cuénot, os cecos gástricos, a região I, II e III do intestino 
médio. É uma região de intensa atividade metabólica, com grande gasto 
energético e é responsável por funções primordiais do processo de digestivo, 
como a síntese e a secreção de enzimas, digestão, absorção e distribuição de 
nutrientes e solventes (ROCHA, 2009; PINHEIRO, 2013). Sendo assim todo o 
trato gastro intestinal é uma região de grande probabilidade de ocorrência de 
alterações diante a exposição de contaminantes. Na região I do intestino médio 
de larvas de Chironomidae ocorre a presença de grande quantidade de 
microvilosidade e de membranas com invaginações associadas a mitocôndrias, 
que podem indicar participação em transporte ativo de íons (RICHARDI, 2013). 
Porém Seidman et al. (1986) apud Richardi (2013) sugerem que essa não 
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realiza absorção de nutrientes, mas atua na atividade secretora. Já a região II 
do intestino médio, dessas larvas, também possui grandes quantidades de 
invaginações, porém associadas a menos mitocôndrias do que a região I, e 
com bordos em escova com atividade da enzima fofatase alcalina, o que 
segundo Pierson (1956) apud Richardi (2013), indica função de absorção, além 
da presença de RER e organelas envolvidas na síntese proteica. 
No atual trabalho comparados com o controle água e com o controle 
solvente foram observadas alterações na região I do intestino médio de larvas 
de C. sancticaroli em todos os diferentes congêneres de PBDE utilizados, 
porém apenas nas concentrações mais baixas (CI: 0,5 ng.mL-1 e CII: 2,0 
ng.mL-1). No BDE-99 as alterações foram observadas apenas em CI, não 
seguindo uma relação dose dependente. A alteração consistiu na diminuição 
do volume celular e aparente alteração na forma das células que ficaram 
evidentemente mais arredondadas. Nos organismos expostos a concentração I 
do BDE-99 foi observada também estreitamento do diâmetro da luz do 
intestino. Richardi (2013) encontrou resultados semelhantes ao expor de forma 
aguda e crônica larvas de Chironomus sancticaroli, ao xenobiótico fenantreno. 
Já Correia et al. (2009)  também encontraram em seus trabalhos alterações no  
diâmetro do lúmen do tubo digestório de largatas Spodoptera frugiperda 
(Lepidoptera: Noctuidae) alimentadas com folhas tratadas com Nim 
(Azadirachta indica), planta com propriedade inseticida. A autora acredita que o 
estreitamento do lume do sistema digestório médio pode ter sido ocasionando 
alterações musculares, decorrentes da ingestão do composto, que acabaram 
pressionando o tubo. 
Na região do intestino II de larvas de Chironomus sancticaroli foram 
observadas alterações nos congêneres de PBDE 47 e 99 em concentrações 
mais altas como; CII: 2,0 ng.mL-1 e CIII: 20 ng.mL-1 respectivamente.  As 
alterações recorrentes dessa contaminação na região II do intestino foi a 
vacuolização do citosplasma. Rey (1998) ao tratar dípteros aquáticos, incluindo 
os Chironomidae, e alguns crustáceos com ácido tânico de Bacillus 
thuringiensis var. israelensis com o objetivo de compará-los 
histopatologicamente, encontrou resultados que indicaram lesões dramáticas 
que afetaram o intestino médio. Cavados (2004) também encontrou alterações 
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como vacuolização no intestino médio de larvas de Simulium pertinax (Diptera, 
Simuliidae), decorrente da contaminação de δ-endotoxinas também de Bacillus 
thuringiensis var. israelensis. O numero de trabalhos que mostram alterações 
no intestino médio de invertebrado é grande e indica a importância desse órgão 
na participação de xenobióticos. Estudos mais recentes como o de Fernandes 
(2014) que buscou caracterizar morfologicamente a expressão de proteínas no 
intestino médio de Aedes aegypti, submetidos a diferentes dietas, relata que o 
insetcida Imidaclorid, mesmo em doses subletais, resultou em alterações 
drástica nessa região incluindo a formação de células vacuolizadas e mal 
formadas, corroborando para o achado no atual trabalho, em relação à 
vacuolização do citoplasma. Décio (2010) também encontrou vacuolização em 
túbulos de Malpighi e intestino médio de operárias adultas de Atta sexdens 
rubropilosa tratadas com hidrametilnona e Merlini (2011) que por meio de 
analises histológicas e histoquímicas avaliou o efeito tóxico do herbicida 
Trifuralina no intestino médio do diplópodo Rhinocricus padbergi também 
encontrou como resposta a vacuolização do citoplasma dessas células. Mello & 
Castilho (2007) apud Merlini (2011) afirma que o processo de vacuolização é 
uma das características mais evidentes de células necróticas, que sofreram 
estresse ocasionado por algum contaminante, que no caso do presente 
trabalho pode estar relacionada à exposição ao PBDE. 
Por fim as glândulas salivares que são estruturas grandes, localizadas 
no segundo e terceiro segmento torácico da larva de Chironomus sancticaroli  , 
cujo citoplasma apresenta quantidades significativas de organelas envolvidas 
em processo de síntese e elevada taxa de transcrição atribuída à presença de 
cromossomos politênicos (RICHARDI et al. 2015). A principal função das 
glândulas salivares nos insetos é a secreção de saliva, importante durante todo 
o processo de hematófagia (ANHÊ, 2011). Porém nas larvas de Chironomidae 
a função da glândula salivar não está relacionada à digestão, mas sim a 
produção de fios de seda usados na elaboração do tubo de proteção da larva 
(PIERSON 1956 apud RICHARDI 2013). 
Devido ao caráter de síntese, secreção e grande atividade das glândulas 
salivares, são fortemente basófilas, sendo coradas de roxo pelo corante 
hematoxilina (GOMES, 2000; LEAL-ZANCHET, 2003). Nos resultados obtidos  
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é notável a presença de grânulos acidófilos no citoplasma de células 
contaminadas com os diferentes congêneres de PBDE, grânulos esses de 
coloração avermelhada corados pela eosina de fácil identificação  comparado 
ao citoplasma homogêneo observados nos controles água e solvente.  A 
alteração foi observada apenas em organismos expostos ao BDE-17 e ao BDE-
47 na menor concentração e em concentração superior, porém não se mostrou 
dose dependentes. Trabalhos com resultados semelhantes não foram 
encontrados, a alteração mais comum observada em glândulas salivares 
expostas a xenobióticos é a vacuolização do citoplasma, como descrito por 
Richardi (2013) ao expor larvas de Chironomus sancticaroli ao composto 
químico fenatreno e por Nodari (2013) que também encontrou vacuolização 
das glândulas salivares em fêmeas de carrapato Rhipicephalus sanguineus 
(Acari: Ixodidade). A formação de grânulos, no entanto, pode estar relacionada 
segundo Rocha (2010) ao estado metabolicamente ativo desse tipo de 
glândula. Mecanismos relacionados às vias de desintoxicação podem ter sido 
ativadas a fim de tentar minimizar os danos causados pela presença do PBDE.   
 De maneira geral podemos observar que o congênere BDE-17 causou 
alterações em estruturas como enócitos, células de cuénot, na região I do 
intestino e nas glândulas salivares. O congênere BDE-47 alterou todas essas 
estruturas citadas anteriormente, mais a região II do intestino médio, por fim o 
congênere-99 que alterou quase todas as estruturas, com exceção das 
glândulas salivares, porém seus efeitos só são observados em todas as 
concentrações nas células de cuénot, sendo o BDE-99 o produto que em 
termos quantitativos menos causou alterações. Outro aspecto notório do atual 
trabalho é que nem todas as alterações observadas se mostraram dose 
depentendes para o mesmo produto, o que pode ocorrer segundo Rand et al, 
(1995) ao fato de a susceptibilidade à um composto, além de espécie 
especifico variar também entre indivíduos da mesma espécie devido a fatores 
como idade, tamanho do organismo, estado de saúde, entre outros (RAND et 
al, 1995).  
Podemos inferir que os produtos utilizados (BDE-17, BDE-47 e BDE-99), 
mesmo em quantidades ambientais e exposição aguda, 48 horas, provoca 
danos evidentes em vários órgãos das larvas de C. sancticaroli, e o produto 
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acumulado pelo organismo contaminado, podem ser transferidos para outros 
organismos da teia trófica, mostrando-se um contaminante ambiental de 
grande potencial. Mhadhbi et al. (2012) afirmam que entre os PBDE mais 
encontrados no ambiente estão os BDE-47 e o BDE-99, isso pode estar 
relacionado ao fato desses congêneres de PBDE possuírem menos números 
de bromos em sua estrutura, o que ocasiona a uma menor taxa de 
biotransformação por desbromação, levando a uma maior biodisponibilidade e 
bioacumulação no ambiente e em organismos aquáticos, no qual se acumulam 
principalmente em adipócitos (GERAS’KIN et al. 2005; BARTRONS et al. 2007; 
EUR-LEX, 2008; ENDIS-RISK). Somando todos esses fatores aos estudos que 
mostram o grande potencial dos PBDE como desrreguladores endrocrinos, sua 
semelhança estrutural com os hormônios tireoidianos T4 (Tiroxina) e T3 
(Triiodotirononina), sua interação com receptores hormonais nucleares, e 
demais efeitos neurológicos e cancerígenos, (KOJIMA et al, 2009; COSTA et 
al., 2013; GONÇALVES DA SILVA et al., 2013; LINARES et al., 2015), é 
necessário e estratégico o incentivo e o investindo em estudos com os PBDE, 
visando principalmente delimitar  limites seguros para seu uso, quantidade que 
podem ser encontrados no ambiente e forma de minimizar os riscos causados 
pelo mesmo.  
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7. CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 
 
 A histologia mostrou-se um sensível biomarcador, evidenciando a 
importância de sua aplicação para Chironomidae, atuando até em 
organismos expostos de forma aguda ao xenobiótico. 
 
 Todos os congêneres de PBDE utilizados causaram alterações em 
diferentes estruturas das larvas de Chironomus sancticaroli, atuando até 
mesmo em tempo de exposição relativamente curto, de bioensaios 
agudos de 48 horas, mostrando-se um potente contaminante ambiental.  
 
 Conforme o esperado o contaminante atuou em estruturas corporais das 
larvas de C. sancticaroli, relacionadas a grandes atividades metabólicas, 
síntese e secreção de enzimas, regiões de absorção e produção de 
proteína. Porém nem todas as estruturas esperadas foram afetadas 
pelos PBDE. 
 
 Nos enócitos e na região II do intestino médio de larvas de C. 
sancticaroli as alterações foram dose-dependentes. Já nas células de 
cuénot e na região I do intestino médio as alterações não evidenciaram 
padrão de contaminação proveniente do aumento das concentrações.     
 
 Nos enócitos alterações no controle solvente acetona também foram 
observadas. Porém esse resultado está de acordo com a literatura, na 
qual afirma que compostos orgânicos como a acetona podem interferir 
na permeabilidade das membranas celulares. 
 
 Mesmo observando alterações no controle solvente dos enócitos, as 
células expostas a todos os congêneres dos PBDE apresentaram 
alterações ainda maiores, o que evidencia o efeito do xenobiótico sobre 
essas células. 
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 Os resultados encontrados colaboram para a conclusão de que estudos 
com organismos bioindicadores e com marcadores histológicos, assim 
como com xenobióticos como o PBDE devem ser incentivados, devido 
sua grande importância não só para a saúde humana, mas como para o 
equilíbrio dos ecossistemas . 
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